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W Bdakng, Lupus Wtematasa .S@mIk (m) mrupakan penpklt wtoimun yang 
-kin ~ ~ m k g  qumpai dmgan a@ 'kmwtkin tin@. Etlopato~en~is penyakit h i  belum 
begiru felas, mesklpm tehh dkwjukkao adanya attmonnantasntas~b~&sa setsel imun terms& 
hipenseaktivitas set T, d 0, d. f k ~ d r f t ;  d m  rnenwrryatasfungsI.sef T regulator peg) W m i n  
D nr+mllikl peran Lblwn p e ~ t u m ~  Sistm; hun.  PenelitiPn pa& ras. Kaukssia menbnjukkail. 
bahm W r  vitaidn D yangrendah bsldtan denm tlmbulnya penpkitautoimun iermasuk 
LES. P e w  vitamfn D pa& sMem hnwm pasien LES m&h banyak koNDrov&L Penelltian hi. 
~bertujum untuknren~tabui.hubun&am kacfar vitamin D danganjurnlah sel Treg. 
MePada. tpen&&m fni addah p@tian ~ k a n t m l  yang membandingkan jmbh sel Treg 
pada pasjen YS d m  kern1 h a t  dengan tileuhat statq w i i n  k y a .  .Q&r vitamin D 
@en LES dtukuf dengan m W a  #EbI!5A, d,ulnk$~ sel  Treg ~CDq*,CD~,FoxPf) & e n t d m  
dengan wads Powcgtonieari, 
WI. Kadar w&mnhh D (yda pasien LIES lebPh rgnrjab Mpada  kon&d what @=o,ooo) dan 
@fdqmtkab lbrelast megatif a n t .  $tXt iS  vi€amin D dengan peTSentiw sel Twg (kciefisien 
bretasi 0.358 dan p=o,oo6). Mal in1 m u n g h  merupakan wmpm '&Ilk p o w  untuk 
.menanggulangf hi per re^^ dari%l8T dan sel 8. 
~KaEimpulan. Status vitamtn D W o r d i l s l ~ m ~ d ~ ~ n  @sentasesel Treg. 
M a  krmd: LE5, vitamin D, Weg. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Badcgruund. Systwolc Lupus Etythematow (SLE) is an autoimmune disease that is more 
often found nowadays with hlgh mortality rate. Ethlopathogentvls of the disease B not clear, 
although it has been shown the abnormality of valiious immune cells in@Iuding hyperreactivity 
of T cells, 0 cells. dendritic cells, and decreased function of regulatory T cells (Treg). Vltamin D 
has a role in the regul&on of the immune system. Researrh in Caucasians showed that low 
vitamin D levels associated with the onset of autoimmune diseases including SLE. The role of 
vitamln D in SLE patient's immune system is still controversy. This study aims to determine the 
relationship of vitamin D levels Wsth the number and percentage of Treg celk. 
Methods, This study is a case-control study that compares the number and percentage of Treg 
cells in SLE patients and heatthy controls by looking at their vitamin D Wur Mtam6i-i D levels 
were measured by EUSA method, the number of Treg cdls (CD4+, CD25+, Foxp3+) k 
determined by ilavcytometry. 
Resub Levels of vrtamin D in SLE patients is lower than healthy controk (p = o.ooa) and we 
found a negative correlation between vitamin D status wlth the percentage of Treg cells 
(coefficient of correlation is -0.358 and p=o.o06), this condi~on may be cause by positive 
feedback to oovercome hyperreactivity of T cells and a cells. 
Conclusion. D status correlates negatively with €he percentage of Treg cells. 
Keywwdc LES, vitamin D, Treg. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
JUDUL ... " .- -....... - ....... " .. ...... ".. .. ..........,. . ., ........... " ... .... .. ....... " .. .. p ...... "-... .."...".. -. 
. HAMMAN PENCESPvHAN ,..... .......................................... .......................................... ..".. 
RtNGKASAN .,.. " ..... " .......... "." .....,... ""... ........... .. .... " .... " ... " ............ " ... " ......... - .. ........ " .. " 
SUMMARY .I.+ .-..... ...-...- ...... , .... ..,...-. .... w .....-... "A,." ............................... 
DAFEAR ISI ............................ "............... .. .-. " ................................................... 
DAFTAf4 CAMBAR .. .,... ...- .. .......................... .......... w ..-.. "w............ "+" ........ -...-... 
D;AFTf%R LAMPPRi#4 .......A. - ................................... "- .........- "."."......... ... ... " ... .. 
BAB I . PENDAHULWAM .., ...,..,.,. -.--- ... .-.-... "....-"... .... .......- .- ....... - ... 
BAB I1 . TIUIAUAM PUSTAKA ..-..... . ..-......- ...... ................... .............. ......-.....-...- ......... 
@AB 1111 . TUJUANIDAM MANFAATPENEUnAN ....,...... - - .............. - ...-......... . ..... 
BkB UV . METODE PENELiTtAN .I ...... .."I..."........-..- -..- - ............- ,........- 
.... BABV . HASIL DAN PEMaAYIASAN .. ................ ..........-... ........................... ".,. ..... .... .... 
BBB VI . WIMPUIAN DAN SARAN - ...........-I......*....w.--.... "---".. .."-.....-.-...*.-. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eam'barl. AlurpeneRtIan ..... , ................ nn...~.nn.n...n.n ..... ..~n.nn.nn.n. . 26 
Wtiar?. P ~ a n @ ~ ~ g ~ b d a F v i & m S n i D a ~ ~ ~  & h t t o l  sahat ..... ., 27 
G@~&&r3. ~Perbamdhgan jmlahsel Treg an-~pa&n L1.U dan kontrdl sehkt ..-, ......,.. 28 
Gabarq,  Perbandingan t2rwntase,se!Treg,pasien LES dan bNtrdse!W ......+. .... , ..... 28 
GamW 5. P e t b a n d i i 7 ~ ~ 1 & ~ e l  Tr gantatapasieil dam kontrokehat 
bamtasarkan stabsvltamin ~(d&t is i ,  kmfbhsi, dan nomaI] ., .. .,... 29 
Gambar 6, PerbandfngbnJumbh sel Treg antara pa&n eES,,&fan kCmt~@I $&at. 
G ~ r i d ~ ~ s @ @ ~ ~ , ~ b @ f p ~ I n  ~. ,&I ri@6T?@h&$ -..... . ............. 29 
G&b@r7. Perbandingan p-tase sd 7tegW.fta pa*n LES claw kontro1 s e b t  
berdawrk7$-i status vitapnlnD (defisfensl, DhM&nSrrdan fiQmJ] . "......-....... 30 
C a d r  8. Perbandkrgan p a -  sd R r e g a ~ t w a ~ ~ ~ L E S  &I kbih~ol @%at 
23Prd~rkan stat~svitamln~D ~ r n  dan nomioaminj ......... ........, . ... p 
Cambar 9. KweW asfw sfatus vMBmtn 0. denen pepentaserel T~eg ....................... p 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1. Latar Belakang Madah 
Lupus Eritematowls SIstemik QES) merupakan srntu penyakk autoimun sisternik yang 
akhir-akhir ini semakin sering dijumpai. Meskipun secara umurn angka harapan hidup ro tahun 
penderita LES menlngkat hingga rnencapai go% pada tahun 2000 di n e g m  maju, penelitiiin 
Kalirn dan kawankwvan (2000) menunjtlkkan bahwa pen&ta US dl Indonesia mempunyal 
harapan hidup yang mwih rendah, yakni untuk 5 tahun 7oZ dan untuk l o  tahun 5% 
Patogenesis LES hingga sat ini belum dapat dlketahul dengan jelas. Adanya selsel 
sistem imun yang hiper-reM dan diproduksinya autoanb3odi patogenik yang pada akhirnya 
menyebabkan terjadinya kemdangan sistemik dan kenisakan jarhgiln telah lam dlketahui. 
Berbagal abnormalitas sel T, sel 8, sel plasma, sel denddt, wta sel T regulator (Treg) telah 
dilaporkan dalam berbagai penelftian (Mak CC dan Lau CS, 2003; Anolik JH, 2007; Jbnxin J, 
2009). Di samping ku Mokin diduga iuga ikut berperan dalam patogenesis LES. Keseimbangan 
sitokin Thi/??12 serta Thi7 telah diiunjukkan berkaitan dengan berbagai manifestad klinis LE5 
(Sayed ME, 2008). 
Akhir-akhir ini telah dilaporkan adanya hubungan antara rendahnya kadar vitamin D 
dengan timbuloya penyakit autoimun termasuk LES (Irastorza GR et a[, 2008). Kurangnp 
papamn sinar mtaharf merupakan penyebab -ma defisknsi vitamin D pada ras Kaukasla, 
karena sekitar 80% vitamin D dalam tubuh berasal dad prwltarnin 0 yang diproduksi dl kulit 
yang diinduksi oleh sinar ultra vlolet B (Ssodaray Pet at, 2008). 
Pada penelltiin kami terdahulu ditunjukkan bahwa manifestasl klinis pash LES di 
Indonesia berbeda dengan yang dilaporkan pada ras h u b l a .  Pasien LES Indonesia 
rnernpunyai manifestasi klinis yang lebih herat, leblh serlngdkernukan antibadi anti &DNA d m  
lebih sering menunjukkan gambaran fotosensitif (Handono K, 2000). Sedangkdn negara 
lndonesia terlaak di katuktiwa dengan paparan sinar matahan sepanjang tahun. Sehingga 
timbul pertanyaan apakah beratnya manifestasi Wnis pasien-pasien LES dl lndonesia juga 
dfpengaruhi kadar vitamin D, serta bagaimana pengaruhnya terhadap fungsl sel Treg mash 
perlu dilakukan peneiitian. 
Rereptor vitamin D, yang meregulasisekitar pgenom mmusia, diekspresEkan oleh XI- 
sel imun, sehingga menimbwlkan duggan adanya efek imun~rmodu l~  fisiologimy pada sMem 
tmun (Adorini L et al, 2009). Penurunan kadar 25(0H)D, yang dlgunakan untuk 
mengklwifiwikan status vitamin D, telah diarnati @a berbagai penyakit autoimun. Selain itu, 
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hipdtaminosis D sebagaimana rendahnya asupan vttarnh D telah terldentffbsi sebagai 
faMw resiko untuk bekernbangiya penyakitpenyakit autoimun, seperti diabetes ripe 1 atau 
multipel sklerosis [Holick MF, 2007) 
Bukti-bukti yang terkumprrl mendukung dugaan bahwa vitamin D dapat menregah 
penyakit-penyaYpt autoimun dengan meningkatkan jumlah atau fungsi sd  Treg natural. Sel 
Treg adalah limfosit T yang berfungsi untuk menekan set-set efektor sistern imtln agar tidak 
bekerfa secam berlebihan clan mrugikan. Status vitamin D yang brkorelasl posit3 dengan 
fungsi sel Treg tdah dibukMkan pad0 pasien-pasien dengan muttipd skerosis (Smolders J et al, 
2009). 
FoxPj, yang juga dlkenal sebagal scurfin dan JM2, merupakan anggota 
forkhead/wi@-Iwlix family of tmnwlp t iod  -tor. FoxP3 diekspresiitan damhan pada 
sel Treg dan merupakan regulator utama untuk perkemban@ dan fungsl A Treg. Mutasi gen 
FoxP3 telah dikaitkan dengan manifestad akoimun yang diamat1 pada tikus scurfy d m  
manusia dengan sindrom immunedysregMon, polyendocrinopathy, enternpathy X-linked 
(tPD()(bkaguchi 5 eat, 2008). PengaFLh vitamin D terbadap $el Treg pada LES belum banyak 
diketahui. 
1.2 Rumusan Madah 
Secara wmum masatah yang ingfn diteliti addah bagaimanakah4 hubungan antilra kadar 
vitamin D t e h & p  jumlah dan set T regulator pa& parfen LES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1 Lupus ErFt@natosm Sktamik (LES) 
LES merupakan pmyakk autolmun yang ditandai oleh pr&ksl autoantibodi terhadap 
komponen-komponen inti sei yang berhubungan dengan manifestasi klinis yang lws. Etiologi 
dan patogenesls penyakit ini sampai saat ini masih belwm jelas. Terdapat banyak bukti bahwa 
patogenesis LES bersifat multifaktor yang meilbatkan faktm lingkungan, genetik, dan 
hormonal. Terganggunya mekanisme pengaturan imun sepertf eliminasf s e k l  yang 
mengalami apoptods dan kompiek irnun berperan pentfngterhadap terjadinya LES. Hnangnya 
toleransi imun, Bmyaknya antigen, hiper-reaktffitas sel T helper (Th), terganggunya wpresi sel 
B, dan pe~ubahan respon b u n  darl Thi ke Thz menyebabkan hiper-reaktivltas sel 0 clan 
terbentuknya berbagal autoantibodi patogenik. Gagalnya supresl terhadap sel B mungkin 
rnerupakan saw satu faktor yang menyebabkan penyakit bedangung terus (Anolik JH, 2007). 
Autoantibodl yang terbentuk pada LES dapat dltujukan pada rnolekul yang terdqpat 
pada nukleus, sitoplasma, permukaan sel, dan juga terhadap rnolekui terlarut seperti igG clan 
faktor koaguW. Antinuclear Antibody (ANA) adalah an&odi yang paling sering ditemukan 
pada pendeni LES (~99). Antibodt double stranded DNA (anti ds DNA) dan antibodi anti Srn 
mempakan antibodl yang speslfik untuk 1LE4 sehingga d i d a n  dalam kriteria klamkasl dari 
LES (Mak CC dan Lau G, 2003). 
Pembersihan dad kornpleks irnun oleh 5istem fagosit-makofag juga mengatarnl 
gangguan pad@ LES sehingga akan menghambat ellminasi kornpleks imun darl sirkulasl dan 
laringan. Hal in1 diduga akibat dari penurunan jumlah CRI yang rnerupakan reseptor u m k  
komplemen dan tefladi gangguah fungi dari reseptor pada permukaan sel. Gangguan 
pernbersiban In1 jugs diduga akibat dari tidak cukupnya fagcsitosis I s 2  dan lgG3 (Mak CC dan 
Lau CS, zoos). 
Pada w e n  LES juga ditemukan defek paad produksi sitokin. Penwunan produksi IL-1 
dan IL-2 &pat berpengaruh terhadap fumgsi sel T dan sel B. M samping itu diternukan pula 
penurunan respon sel Treg terhadap IL-2 yang mengakibatkan fungsinya menurun sehingga 
fungsi sel Th seakan lebih meningkat. Sebaliknya hiper-reaktivitm sel B dapat disebabkan oleh 
hipetsensitivitas sel Th terhadap IL-L Sitokin lain seperti IL-17 dllaporkan juga betperan (Cripsin 
JC dan Tsokos CC zoio). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
22 MeCabollnna\Fitamin D 
Vitamin D adalah vitamin larut lemak ctengan struktur rnolekul steroid. Vh'nin D 
bukarrlah vitamin mmi, karena pemenuhan kebutuhan vitamin D tidak hanya didapat melalui 
konsurnsF rnakanan yang rnengandung vltamln D, rnelalnkan dapat juga disintesis oleh tubuh 
rnelalui pajanan sinat rnatdhari. Terdapat 2 bentuk vitamin D yaitu vitamin D, atau kolekalsiferol 
(dibentuk dikulii atas pengaruh sinar rnatahari) dan vitamin D, yang dibentuk oleh berbagai 
tanaman dan brnur (BiWe, 2009). Vitamin D dimetabdkrne dldalam t&uh menjadi metabolit 
hormon steroide 1,25-dihidroksivitarnin D, [1,z5(OH),D3] atau Msitriol. Selama pajanan terbdap 
radiasi ultra violet B (UVB), 7dehidrokolesterol dl kulft dlubah menjadi prwitamin D, yang 
selanjutnya sesegera mungkh dlubah rnenjadi vitamin D, pada suatu proses yang tergantung 
pada panas. Paparan yang kerlebihan terhadap sinar matahari akan mengubah previtamln 4 
dan vitamin Da rnenjadi fotoproduk yang inaktif. 
Vitamin Dl dan vitamin 4 yang beraral dari makanan bergabung dengan kilornikron 
dan ditfansport rnelalui siaem l i i f e  ke sirkulasl vena. Vitamin D yang dbuat di kullt atau yang 
berasal dari makanan dapat disimpan di sel lemak d m  daepaskan dari sel tersebut Vitamin D dl 
sirkulasi terikat pada protein penglkat vitamin D, yang selanjutnya dibawa ke hati, ditnana 
vitamin D diubah oleh enzitm D25-hidroksilase menjadi 2!j-hidroksivbmin D [25(0H)D]. 25- 
hidroksiiitarnin D [zg(OH)D] di sirkulasi inilah yang digunakan untuk menentukan status 
vbmin D. Bentuk vitamin D ini [25(0H)D] secaia biologls inaktif dan harus diubah diglnjal 
rnenjadi bentuk aktif berupa 1,25dihidroksivitarnh D [1,25(0HXD] oleh 25A1idroksivItamin Dia- 
hidraksilase (i-OHase). FosFor serum, Msiurn, fibrobfast growth factor 23 (FCF-z3), dan faktot- 
faktor lainnya dapat meningkatkan atau rnenurunkan produksi i,z5(0HhD dari gbipl. 
1,25(OH),D sendiri dapat turun sintesisny rnelelui q a n  baHk negate dan menunmkan 
sintesis dan sekresi horrnon paratlroid oleh kelmjar paratiroid. i,zg(OHXD rneningkatkan 
ekspresi 25hidroksivitaminD24-hid-fiase (24-OHase) untuk rnengkaQbolisasi i,z5(0H),D 
malljadi lmut air, yang secara biologis rnerupakan asarn keWtraIk inaktii png diekskresl di 
empedu. i,z5(0H),D rnwrmgkatkan penyerapan kalsiwn di usus hdus melalid inferaksi dengan 
reseptor vitamin Pasarn netinoid X-komplek reseptor (VDR-RXR) yang meningkatkan ekspresi 
kaml kalsium epitelial (transient receptor potential d o n  chonnel, subfamily V, member 6 
[TRPV6]) dan calbindin gK, suatu protein pengikat kalsium (CaBP). 1,25(OHXD dikenai rnelaui 
reseptomya dl osteoblast, yang rnenyebabkan penlrrgkatan ekspresf zktivator reseptor dzMi 
figcmd nudear factor-xi3 (RANKL). RANK, reseptor WANKL pa& preosteoklast rnenjadikan 
osteokiast matur. Osteoklast rnatur rnernindahkan kakiurn dam fosdor dad tulang, serta 
rnernpertahankan kadar blsiurn dan fosfor dalarn darah. Kadar kakium (Caw) dan fosfor 
(HPO,*) yang adekuat dapat rneningkatkan rninerallrasi tulang (Eikle D, zoog). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3 Wmln D h Penyakit Rematik A u t o h n  
Selain peran utamanya &lam metabolism kafsium dan tulang, I,~~-(OH),D~ merniliki 
efek imunomodulator yang potensial pada banyak tipe sel imun, tetmasuk sel Omunitas innute 
d m  adaptif. Efek yang rnenguntungkan dari 1,25-(OH)2Dj telah terlihat pada bwbagai model 
penyakit autoimun, dlantarmya €ikus model multlple sktermb, artrWIs reurnatold, lupus 
eritematosus sisternbk (LES), tikus NOD dengan diabetes tipe I dan collagen induced atttuitls 
(Costendaber K e t  el. 2008; Marco EC, 2oso). 
Sejumlah penel-ian pa& paslsn LES telah dilaporkan adanya k a b n  antara vk D 
dengan berbagd manWestas1 kllnis dan abnormalitas respon imun. Kamen DL et d (2006) 
melaporkan Gahwa kadar 25(OH)D 124 @en LES ras Kaukasia yang baru terdhgnosis mampak 
lebih rendah daripada 240 kmtrol sehat dengan uJa, )enis kelmln dan kebtasaan merokok 
yang sama (~~0.04) .  Dad sejumtah 67% subyek tES dengan defisiensl vitamin D ternbut  
ditunjukkan bahwa ms Afrika Amerika mempunyai ratam kadar vitamin D 05.9 ngfrnl) yang 
lebih rendah darlpada ras Kaukasia (3r.3 nglml). Kadar vltamin D yang sangat rendah (<lo 
nglml) didapatkan pa& u p a e n  LES yang mempunyai manifestasi nefritls dan fotosensitif. 
Hasil tersebut munjukkan bahwa deffsieml vitarnln D rnerupakan faktor resiko untuk LES 
dan mernerlukan penelman ieblh lanjut untuk mengetahul peran vitamin D dalarn prevensl atau 
pengobatan pasien LES. 
Penelitian Thudi A et al (2008) yang rnengukw kadar 25(OH)D pada 37 m i e n  LES 
wanita kaltannya dengan garnbaran kllnis dan imunologi melaporkan bahwa 20 X paien 
mempunyai kadar 25(0H)D yang lebih rendah davi nilai normal (~47.7 nrnol/L). m i e n  LE5 
dengan kadar vitamin 0 yang rendah tersebut rnempunyal sker aktbitas penyakit yang n)ata 
lebih ti@ daripada pasien LES dengan kadar vitamin D normal@ ~0.003). Akan tetapi pada 
penelitian h i  didapatkan bahwa kadar autoantibodi anti-&DNA justru lebih tin@ pacla pasien 
LES dengan kadar vitamin D >47.7nmol/L ( p=o.o069). Adanya peningkatan aktMtas penyakit 
pada pasien LES dengan deflslensi vitamin D in1 mengindikasikan Mwa pernberian 
s~piementasi vitamin D dihampkan dapat mengoptirnarkan hasil pengobatan LES, namun 
kemungkhan bahwa pemhrian vitamin D akan meningkatkan kadar antiasDNA perlu 
penelitian lebih lanjut. 
Penelitian lrastom RG e t  ai (2008) yang meneliti 92 pasien LES kubit putth dengan 
detisiensi vitamin D dldqp&kan bahwa pasien-pasien tersebut rnenunjukkan tingkat kelelahan 
dan fotosensitif yang lebih tin@. Xdak terdapat kaftan antam defiisiensi vitamin D dengan 
lama sakit dan befatnya penyakit Selanjutnya dilaporkan bahwa d2fisiensC vitamh D pada 
pasien LES tersebut berkaitan dengan penghfndaran dad paparan shar  marahaui. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
24 Peran WtaRiln D dalm Regulasi Raspon lhWI 
Saat inl tehh dlkewui bahwa vFtamin D di-olisme dl dalarn tubuh menjadi 
metabolit yang rnerupakan suatu hormon steroid i,z54ihydraxyvMarnin D, [1,25(0HXDd atw 
calcitriol. Berbsgai penelitian memfokwkan pada interaksi rnetabolit vitamin D tersebut 
dengan vitamln D reseptar (VDR), yang merupakan bagian dari kelompok reseptw steroid. 
Kemampuan ?,25(OHX& dalam menghambat pertumbuhan dan merangsang diferensiasi 
berbagai tipe rel membuka kemungkinan kemampuan lain dari vitamin D dalarn mencegah 
kanker, memodwlasi sistern imun dan rnengatw beberapa sistem enddvln (Seng C et al.zoo7). 
1,25(0HXD berpem sebagai agen imunosupresff & llmfosit Bebempa sitakh yang 
terlibat &lam hngsi set T adalah target langswng bagl aksi 1,25(OH),D, ten-m.uk iL-2 dirnana 
melakukan supresi melalalul kompleks i,25(OH),DVDR yang meibmahkan fomasi kompleks NF- 
AT di sebelah distal NF-AT dari promotor 11-2. ?,2%0HXD juga mendwong perkembangan sel 
Th2 melalut efek langwng pada sel CDq a d .  Hal paling b a ~  dad 1,25(OH&D adalah perannya 
dalam mempemhankan sel dendrit dalam kondisi ymg imatur. Sel dendrit adalah adgem 
presenting d l  yang ctapat membuat sel T daiam keadaan dapat ditderir Ornatur) atau kondisi 
imunologlk, tergantung dari antlgennya d m  status rnaturitas sel dendrft-nya. Pemberian 
1,25(0HhD menghasilkan penorunan ekspresi dari molekul kustirnulasi W40, CDBo, CD86 dan 
!L-12 dan peningkatan IL-lo. 1,25(0HbD juga meregulasi penmgkatan reseptor ILT3 dl sel 
dendrit, yang berasosiasi dengan toleransi terhadap induksi dan m d u W  dari produksi 
chemokine. Kombinasi dad efek sel T tersebut menyebabkan supresi dari peningkatan set T 
(Ginanjar et d, 2007). 
Adam dan Hewison (2008) menyebutkan bahwa 1,25(OM),D tidak hanya berperan 
untuk rnenswpresi proliferasi sel T tetapl juga memodulasi produksl sitoklnnya seperH IL-2. 
Alvthmsi yang dYmediasi antigen pada seC Th naive menghasilkan generasi sel Tho yang 
plurlpotent yang mendntesls sitokin dalam 4pekbum yang luas seperti lL-2, 11-4, IL-lo dm 
interferon y (IFN-y), Tho yang bwproliferasi meniliki kemampuan untuk berdiferendasi 
menjadi sub-kelompok Tho dengan profil sitokin yang berbeda: Thi (11-2, IFN-y, tumor necrosis 
factor) dan Th2 (iL-3, 11-4, ICg, IL-To) yang selanjutnya mendukung imunitas selular dan 
hurnoml. Kunci dari fun@ immuno-moduk~tor yang dimnlki oleh 1,25(s(aHhD adalah 
kemampuannya ddam menghambat ekspresi darl sitokin Thl juga meningkatkan sltokin Th2 
melalui perannya secam langsung pada sel T atau secara tidak langsung rnelakd APCs. 
Mash dalam sumber yang sama disebutkan bahwa efek yang lebih kuat pada 
1,25(OH)2D dalam mempromosikan imunitas selutar daripada imunitas humoral t&h dlajukan 
sebagai ~ l a h  Mtu nekanisme kunci bagimana vitamin D dapat memberiian efek yang 
menguntungkan dalarn penyam autoimun. Bagaimanapun Juga, studi terbaru menunjukkan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6erbagal bukti menunjukkan penurunan aktlfitas Treg sehagal faktor redko penyak3 
autolmun. V tm in  D rnungkln dapat berguna sebagai agen terapl karena menailiki efek 
irnunomodulator yang m m g h  berkaitan dengan stlmulssi Treg (Adorini L et al, 2009). 
Penernuan ini sesuai dengan data sebeiurnnya yang menunjukkan peningkabn Treg pada 
saluran nodus limfatikus tikus yang diterapi dengan bahan topikal yang mengandung analog 
vrtarnln yaitu calc$otri@l (Ghoreishi M et al, 2009). 
2.6 Fungi Treg 
a. Fun@ Sup- 
Jumlah sel Tregulator CDqtCD2g* pada sel-sel mononuklear darah tepi berkiar 1-s dan 
ditandai dengan kernampuannya untuk rnenekan p r o l i f d  sel Tin vitro. Beberapa rnekanivne 
rndekuler dan seluler digambarkan dapat menjelaikan proses ternbut Treg menghambat 
pmliferml dan produM sitokln mehiul sel T secara konvensfonal balk in vivo ataupun in vitro. 
Penelittan in vkro menunjukan bahwa respon supresi sel T rnernbutuhkan kontak hngsuhg sel 
dengan sd  yaitu antara sel T responding dan sel T, &an tetapi faktor-faktor terlarut khususnya 
TFG+ dan IL-lo juga berperan terhadap aktivitas Treg (Hoiwitz, 2008). 
b. Fungsl M i p i  
Sel Treg secara khusws mengekspresikan reseptor kernokin CCR4 dam CCRg &an respon 
terhadap rnakmfag yang menghasilkan kernokin (MDC/CCLz2), kemokin t h u s  dan aktfvasi 
regulasl (TARGCCLi7), I-30gCCLi dan virokin vMIP-11, merupakan agonis terhadap reseptor 
ltgan tersebut Sel denhitlmabng menghasilkan CCLi7 dan CCL22, yang temyata Eebih menarik 
sel freg, menunjukkan bahwa kemokln tersebut berperan pada fun@ sei Treg. Sebagalmana 
rnekanlsrne irnunosupresl yang rnembutuhkan kntak antara sel target dergan Treg 
sehingganya dapat dianmp bahwa sel Treg dapat rnenggunakan reseptor kemokin spesifilc 
untuk melnkalSsasi sel T efektor dan atau APC yangtberdekatan (leilern, 2001; Tiscner, 2006). 
Treg mernegang perenan penting dalam homeostasis dan reguimi toleransi imun. 
DefIsiensl Treg baik secara kurmtitatif ataupun kualltatif berkohtribwi terhadiap perkembangan 
penyakit autoimun. 
Beberapa peneliian tentang fenotipe dan fungsi CDq+CD2? pada pasien LES telah 
dilakukan, dan hasilnya saling bertolak belakang. Sebagian besar penelitian menemukan secara 
signifikan penurunan persentase Treg Wq'CD25' pada pasfen LES jika dibandingkan dengan 
kantrol, sedmgkan pa& penelltian lain, pasien yang tldak diobati atau b a ~  terdiagnosis 
temyata jumlah CD4+Cmg*berkorelasi dengan aktivitas penyakit (Hotwitz, 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BA6 in 
TWUAN DAN MANFAAT PENEUThN 
3.1 Tuban PenelkIan 
Mengetahui apakah terdapat perbedaan jumlah sel Treg pada paslen LES den* status 
vitamin D yang berbeda (hipovitamin D dan normodtamin D) dlbandingkan kontrol sehat 
3.2 Keutamaan PenelltlW 
LES merupakan penyakit autoimun sistemik yang pedu mendapatkan p@rhatian. 
Penyakit in1 akhk-akhlr lni sehing dijurnpai, menyerang wanita usia repradukPif dengan angka 
kematian yangtlnggl. Etlopatogfnesis LES hingga saat In1 belum j* dan has11 pengobatannya 
juga belum memuaskan khususnya di indonesta. Maniiestasl klinis LES sangat bervaria4 
terdapat perbedaan manifestas1 Minis pasien LES Q lndonesia dan ras Kaukasia W e n  LES 
Indonesia menunjukkan gambaran klinis yang lebih berat dan harapan hidup yang lebih 
pendek. 
Pengobatan standar LES saat ini ditujukan pada penekanan respon imun dan, inflamasi 
yang berlebihan dengan obat-obat imvnmupresan seperti steroid, sikIofosfamid, metrotrexat, 
obat-obat biologic (anti TNF dan anti IL6). Pada pasien LS, obat-obat tersebut umumnya 
digunakan dalam jangka waktu lama cfan bahkan bisa seurnur hidup. Penggunaan obat-obat 
tersebut dilapwkan telah memberkan hasil yang lebih baik dl negara-negm maju, namun 
untuk negara yang sedamg berkembang seringkaU terkwdda dengan maslah biam sehingga 
perlu difikirkan suatu strategi yang tepat untuk mengatasi ha1 tersebut Obat-obat 
konptementer penggunaannya pada paslen LES belum banyak di teliti. 
Vbmin D telah dllaporkan mempunyai peran &lam sistern imun. Berbagal penelitIan dl 
negara-negara dengan 4 musim rnenunjukkan bahwa rehddhnya M a r  vitamin D berhubungan 
dengan timbulnya berbagal penyakit autoimun termauk LES, namun bagaimarm sebenarnya 
peran vitamin D dalam pengaturan respon irnun masih banyak kontroveni. Tregmerupakan sel 
imun yang fungsinya sangat penting &lam pengaturan respon imun. Peran vitamin D terhadap 
fungsi sel Treg pasien LE5 belum banyalr dikemukakan. Pantingnya penefttian hi dilakukan dl 
lndonesia adalah untuk menilai apakah vitamln D fwga berperan &lam patogenesis LES, 
mengingat Indonesia adalah negara yang kaya akan paparan gnar matahari. Tujuan jangka 
panjang dari penelitian hi adalah upaya untuk meningkatan hadl pengobatan pasien LES 
dengan pemberian Vitamin D disamping o b a 4 a t  standar LES. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3 Manfaat PenelitIan 
3.31. Manfaat &lam Bldmg Keihnuan 
1. Wasil penelltian ini diharapkan dapat diperoleh pengetahuan tentang patogene* LES 
yang hingga saat ini masih belum jelas. 
2. Hasil penelitian ini diharapkan &pat diperoleh pengetahuan tentang peran vitamin D 
terhadap sel Treg pan'en LES yang hingga saat ini rnasih kontroveni. 
3. Hasil penelitfan inl diharapkan dapat menjadi dmr penelitian-penelltian selanjutnya unruk 
pengembangan dan penggunaan obat~bat  kom~ lemen te r / seen  untuk 
meningkatkan iualttas hfdup pasien LES yang hingga s a t  in1 mas% belum memuaskan. 
3.3.2. Manfaat Praktk 
I. Hasil penelitian ini diharapkan dapat dipemleh lkejelasan tentang manfaat vitamin D bag1 
pasien LES di Indonesia. 
2. Hasil peneWin ini diharapkan dapat dipergunakannya vitamin D sebagai obat 
komplementer dakm tatalakrana @en LES di Indonesia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB lV 
METODA PENEunaN 
4.1 Rancangan PmetitIan 
Penelitian ini adalah stud! kasus kontrol dengan pengambilan sampei x a r a  potong 
Hntang untuk mengetahui status vitamin D pada paslen LES &n hubungannya dengw jumlah 
sel Tregulator. 
4.2 Populasl& Sanpel Penelitian 
Populasf penelltian adalah pasien reufnatik yang datang berobat ke Pollkllnik Penyaklt 
Daiam atau Ruang Rawat lnap Penyakit Dalam di RS. Dr. Saiful Anwar &lam kurun waktu 1 
tahun. Sebagai kasus adalah pasten yang diagnosis LES oleh Dokter Ahii Penyakit Dalam 
Konsultan Reumatlk berdasarkan crlteria ARA. Sebagai kontrol adalah orang sehat dengan 
umur, jenis kelamin, dan suku bangsa yang s e d .  4ampel &us maupun kontrol dhkfut 
secara proporsional random. 
Peneiitian dikerpkan setelah mendapatkan pwsetujuan dari Komite Etik Fakuttas 
Kedoktemn Unkersitas BrawijayalRS. Dr. Saiful Amrvar Malang. Seluruh subyek penelltian yang 
diikutkan dalam penditian in1 diminta untuk menandatangani lembar persetujuan (Informed 
Consent) 
4.3 InskCusl Kaw 
w Pasien LES. 
Penyakit &lam keadaan aktif. 
Tidak mengkonsumsi vitamin D sebelumnya. 
Belum menopauze. 
4.4 Ekslusi Kasus 
Menderita infeM berat 
- Terdapat penyaMt lain yang ber!dtan dengan vitamin D. 
4.5 P-itungan J m l a A  Sam@ 
Besar sarnpel dlhitung dengan wmus untuk penelitian kasus kontrol. 
Catatan: n i  = n2 = bezar sampel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Za = tingkat kemaknaan 
Zp =power penelitian 
PI = case p~oportion ; QI = (1 - Pl) 
Pz = control proportion ; Q2 = (1 - h) 
P = w ( P l + h )  ;Q =(1-P7) 
4.6 Variabel Penelkfan 
4.6.1 Varlabel Bebas 
Kadar vitamin D dalam serum. 
4.6.2 Varbbel Tugantung 
Jumiah seJ T regulator. 
4.6.3 VariaM~~Perancu 
umur. 
Obat-obatan. 
Penyakit lain. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.7. M n i d  OpetssIonaI Varfabel 
Paslen LES adalah penderita yang diagnosis LES oleh DoMer Ahli Penyaka Dalam 
Konsultan Rematologl. 
Kadar Virnin D adalah kadar 25(0H)D3 yang diukur dalam serum d e w n  rnetoda 
Enzyme-Unked lrnrnunosorbent Asmy, mengunakan h a r e  normal >)o nglml. Insufisiensl 
vitamin D bna kadamya 20-29,g nglrnl, dam defisiensl bila kadamya c2o ng/ml. 
Jumlah sel T regulator adalah jurnlah sel limfosit T yang dlarnbil dari d& perlfer yang 
rnengekspreslkan CD4*Cm5*Fox~* dan diukur menggunakan fiowcytorneter. 
4.8 CataPemerftcsaw 
4.8.1 -sip PemertksaaR Kadar vitamin D (EU5A) 
Sampel yang digunakan dapat berupa serum atau plasma yang ditambahkan EDTA ataw 
heparin dan dapat dlsirnpan lama pada suhu -20% Metoda pernerikswn adalah sebagal 
berikut. 
Reagen-reagm yang Dhtuhkan 
25-1) biotinsolution. 
Reagen dilusi~ 
r Antibodi. 
r Wash solution. 
TMB substrate. 
w Stop solution. 
Alat-alat yang Dbtuhkan 
r Tabung polipropllen. 
Vortex. 
Antibody coated plate/mkroplute. 
Pipet multichannel. 
Inkwbafior. 
Plastlk. 
Microplate reader. 
Proseduf 
1. Siapkan tabungpalipropiien, maslngrneshgsa~u ntuk hllbrabr, ken@& dan simpel. 
at Tambahhn i rnL@ bbtlnsolution padasemua~g,  vortexselma rb d e t k  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Tambahkan 200pl masing-maslng dllusi kalibrator, kontrol, atau sampel pada sumur-sumur 
yang sesuai dwl antibody mi& plak/rnicroplo€e. Tutup plate dengan plastlk lnkubasi 
pada suhu 18-25'C sdarna 2 jam. 
4. Cud semua sumur sebanyak3 kaH dengan washsolut1on. 
5. Tambahkan 200 pL emyme fanjugate pada surnw dengan menggunabn pipet 
rqultichonnel. Tutup pJate dan bungkus dengan plastik, inhbasi pada suhu 18-z5'C selarna 
30 menlt 
6. Ulangi langkah 5. 
7. Tarnbahkan aoo pL TMB substrate pada semua sumur, tutup plote dan bungkus dengan tas 
plastik, inkubasi 18-a5"C selarna 30 menit. 
8. Tambahkan toopL stop solutEon pada semua surnur. 
9. Ukur absorbanst masing-masing sumur pa& 450 nm menggunakan mimoplate reader 
dalam 30 menit setelah penambahan stop solution. 
4.8.2 Prlnstp Penghbungan Jumlah St4 T Regulator 
A. lsolasl Perlpherol Wood Monimuderrr Cells (PBNK) dad Darah 
Reagen-reagen yang aibutuhkan 
PhosphateBuffered Sdjn (PBS). 
ncolP atau medium pemisah densitas yang lain. 
Haw Cytornetfy StainingRuffer. 
Alatalat yang Ubutuhkan 
Tabungsentrifuge kerucut ukuran 15 atau 50 mL 
pipet 
Prwedlrr 
I. Larutkan m p e l  darah 7 3  dengan PBS pada sebuah tabung kerucut 
2. Topang sampel yang dilarutkan dengan sejumlah volume ~ i c o l l ~  yang sama dengan 
volume sarnpel asal. 
E Sentrifuge selarna 20 menit (raooxg) dengan posisi brake OFF. 
4. Arnbil PBMC yang berlokasi di pertemuan antara lapisan PBS dan ~lcoll* ke dalarn tabung 
baru. 
5. lsi tabung dengan PBS untuk rnencuci sel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. Sentrifuge ssupensl sel menit (3oo-$ooxg) pada 4 'C, bwng supernatan. 
7. %pens-&an u h g  pet& re1 pada How Cytometry Stcnining Buffer dan lakukan 
penghitungan sel clan analisisviabilfi 
8. Sentrifuge sel sebagaimana pada langkah 6, Eslu swpensikan ulang dmgan se]umtah 
volume Row Cytometry Staining Buffer yang sesuai sehingga k o ~ e n t G 3 5 i ~  sesuai 
dengan yang dbufuhkan. 
B. l d e n t d  Dan Penghihgan Jwldah SeJ Trcg 
'-twre4g-vargm- 
Buffer: Siapkan lamtan yang mengandung PhosphoteSuffered Saline (PBS) pH 79; 0,s 
Bovine Serum Albumin (BSG dan z mM EDTA Pertahankan buffer pada suhu dlngin (2% 
"C). 
€ell stuining buffer. 
Fixation solution. 
Permeabllizotion Buffer. 
0 Antbod! anti human CD4PeKyP. 
Antibodi ant1 human CO25-PE. 
Antibodi anti human FOxP3-FITC 
Alat-alat yang Dbutuhkan 
Mesin sentrlfuge. 
Tabungsentrifuge kenswt ukuran 15 atau 50 mL 
Ftet. 
Ffowcytometer. 
Mesin inkbator. 
vortex. 
Prasedur UtuM untuk Pewarnaan Inturnflumesen 
Volume untwk pelabelan fluoresen yang dibeiikan dl bamh ini adalah untuk 
konsentmsi sd sampai dengan lo6 sd berindi. Jika bekerja dengan preparat yang 
konsentraslnya kurang dari lo6 set, gunakan volume yangsama sepertl yang diincfikasikan. Jika 
bekerja dengan prepmat yang konsentrasi selnya lebih tinggl, nafkkan sehruh volume r e a p -  
reagen berdasarkan skala yang sesuai (misainya untuk 2xiobsel beW,  gunakan volume 2x kali 
lipat pada seluruh reagen yang diindikasikan dan padavoknne total). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a) Pewwnaan Pomsrkaan 5el Treg den* Anttbodl AntF U)q dan Anti CDz5 
i. Tentukan jwmlah sel. 
2. Sentrifuge suspensi sel pada 3ooxg selama to menk Asphast supematan dengan lengkap. 
3. Suspensikan ulang sampai lo6 sel berinti per go pL buffer. 
4 Tambahkan 10 pb antibodi anti CD4 dan 10 y L a n t i d i  anti CD25. 
5. Catnpur dengan merata dan inkubasi se)ama l o  menit dalam gelap datam pendingin (1-8 
"C). 
6. Cuci sel dengan rnenambahkan 1-2 mL buifer per rob sel dan sentrifuge pada 300% selama 
5 menib pa& 4 "L A s p i d  supernatan dengan Imgkap. 
7. Lanjutkansegera ke proses pewamaan in&aseluler dengan antibodi Anti.FoxP3. 
b) Pewamaan lnttaseluler dengan Antibod1 AntWoxQ 
I. Tentukan jumlah sel. 
2. Seritrifuge suspensl sel pada 300% selama l o  menit Aspimsi supernatan dengan lengkap. 
3. Suspensikan ulang sampai lo6 set berinti dahm t mL Fixation Solution yaog sudah 
disiapkan dlngin dan segar. 
4. Campur dengan merata dan lnkubasi selama 30 menit dalam gelap dalam pendingin (2-8 
"C). 
5. Cuci sel dengan menambahkan 1-2 mL buffer dingin per lo6 sel dan s e n a g e  pada woxg 
selama 5 rnemit pada 4 OC. Asphasi supernatan dengan lengkap. 
6. Cuci sel dengan rnenambahkan 1-2 mL .nx Pemseabilizotion Buffer dingln per rob sd dan 
sentrifuge pada 300% selama 5 menlt pa& 4 OC. P6pim.i supematan dengan lemgkap. 
7. Suspensikan ulang smpal lo6 sel ~k r i n t l  dalam 80 pL i x  PemwabHizotion Buffer dingin. 
8. Campur akngan merata &n inkubasi sdama 5 menlt pada pendingin (243 OC). 
9. Tarnbahkan l o  pL antibodi anti FoxPp 
to. Campur dengan msrata d m  inkubasi setarna 30 rnenit dalam getap dalm pendingin (2-8 
"C). 
11. Cuci sel dengan menarnbahkan 1-2 mL ix  Permeobililotibn Buffer dingin per lo6 sel dan 
sentrifuge pada 3ooxgselarna 5 menit pada 4 "C Aspirasi supematan dengan lengbp. 
12. Suspensikan ulang pellet set dalam buffer d e n p  junlah yang sesllai untuk dianalisls 
dengan flaw cytometry. 
43  Tekhnik Pengumpub Data 
Setiap diperoleh sampel penelitian yang memenuhi kriieria akan dtlakukan anamnesa, 
perneriksaan &ik dm data dicatat dalam lembar (form) yang telah disEapkan. Selanjutnya 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
m e n  LES m p u n  kontrol diambil darah vena dan d i takuh  pemerfksaan-pemeriksaan yang 
terkait penelitian. Serum yang masih diperiukan dlJPnpan dalam lmari pendingin - 8 r ~ a m p a i  
i tahm. Semua data yang diperoleh dari has9 pwrelikian dicatat &lam buku khusus penelitian 
(logbook) dan disimpan dalam fife computer. 
610 Analka Data 
Data yang telah terkumpul akan dianaiisa dengan bantuan program SPSS versi 17. 
Status vltamin D pasien LES kaitannya dengan jumlah dan fungsi sel Treg diinalisa dengan up 7 
independen. Sfgnifikansi statistik ditentukan j i b  nilai pco.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.11 Alur Penelitian 
proposal Peneli8tian I 
~Pasien-~aslen LES 
Populad Sehat + 
~ontrol Penelitian I 
Analisis Data 
Gambar 1. Alur Penelitian 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB V 
HASlL DAN PEMBAHASAN1 
5.1 Hasfl 
Kami rnelakukan Up T Independen untuk membandingkan rerata kadar vitrmin D 
antaris pasien 1+5 dengan kontrol sehat. Hasihya dalah rerata kadar vitamin D pasien LES 
signfikan leblh rendah dibandingkan dengan kontrol sehat(p=o,ooo). 
Pasien LES Kcrntrol Sfahat 
Cambar2. GraRk perbandingan antara rerata kadarvitarnln D pada pasien LES dan kontrol &at. R e a t a  
kadar vitamin D pada pasien adalah 23,6 ndml dan pada kontrol sehat adalah 35,y n&l. Ha$I int 
s i e k a n  dengan nild p=o,ooo, 
~Kamf rneld(dk3n UjI 'Manm WMtney untuhrk melihatapakah & , p m a n  rema Iurnlah. 
sel T!qg p.w rnk6ilter &ah antam p&en LES dm kmtr6I s&at tanpa mrnperthbangkari 
smtus . . -In h a .  Wlnya, rew ljumlah wl Treg lebih tiw pa& pasien !@ 
wndl rgkan  dengan 1R3,nWI *hatl tetap~,perk@nt ini tidak signYRkan, dltuttjukkan dengan 
nnai p=a&&+. 
Kami me$k&an UIi Jim Whey W nrelWlat apakah a& perbedaam remta 
persentase d Treg dipi limfeslt antara p@en tES dm btrd %hat tanpa 
mempertirnbangkan st&m vitdlaiiml Mya. Hasilnya, mrata persen- $4 Tneg lebih tin& 
pa& p a s i  US dih@n&+ cfen~gan kantrol sehz&.dan perb&%g hi s'p-mkan, ditunitvkkan 
@engan nllal pp=o,ols. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3. C&k perbandingan antara rerata j m k h  sel Treg pada pasien LES dan kontrol sehat Rerata 
Jumlah sel Treg pada pasien adalah 5,3B sellpl darah dan pada kontrol sehat adalah 2.86 sellpl danh. 
Perbedaan lni tidak signifikan, dengan nilai p=0,274. 
JurnlahTmg (SeVpl Daah) 
Pasien LES Kontrol Sehat 
1 
% Tleg dari Limfosi 
Pasien LES Kontrol Sehat 
F 
Gambar 4. Grafik perbandingan antara rerata persentase sel Treg pada pasien LES dan kontrol sehat. 
Re- persentase sel Treg pada pasien adalah 2,01% dari limfosit dan pada kontrol sehat adalah o,81% 
dari iimfosit. Perbedaan ini signifikan, dengan nilai p=o,o15. 
Kami melakukan Uji Kruskal Wallis untuk melihat apakah ada perbedaan rerata jurnbh 
sel Treg per mikroliter darah antara pasien LES dan kontrol sehat dengan mernpertimbangkan 
status vitamin Dnya. Hasilnya, rereta jumlah sel Treg lebih tin& pada pasien LES 
dibandingkan dengan kontrol sehat dan rerata jurnlah sel Treg lebih tinggi pada status vitamin 
28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D yang rendah, tetapi perbedaan hi tidak signifikan, ditunjukhn dengan nilai p>0,050 wntuk 
semua kelompak 
I 
I JumtahTreg (SeW DaM)  
I 
P-D P-l P-N K-P K-N 
Cambar 5. Keterangan: P-D: P& LESDeffsiensi Vitamin D, P-l: Pasien LEZrlmufisiensl Vltamin D, P-N: 
Pasien LESNormovitamin D, K-l: Kontrol Sehat-lnsufisiensl Vitamin D, K-N: Kontd Sehat-Notmarltamin 
D. oari has8 analids statistik menunjukkan 'tiakada perbedaan antar kebmpok. 
tambar 6. Keterangan: PH: Wen LSHipovitamin 0, P-N: Pasien l!EZNormovltamin D, K-H: Konrrd 
Sehat-Hipoetamin 0. K4N: Kontrol Sehat-Nwnovltamin D. Dari hadl analisis statistik menueukkan tidak 
ada perbedban antar kelmpok. 
Kaml rnelakukan UJi Kruskal WalNs untuk melihat apakah ada perbedaan rerata 
persentase sel Treg dari lirnfosit antara pasien LES dan kontrol sehat dengan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
mempertimbangkan status vitamin Pnya- Hasilnya, m t a  persentase sel Treg lebih tinggi 
pa& pasien LES dibandingkan den* kontrol sehat dan rerata jumlah sel Treg lebih ffn@ 
pada status vitamin D yang rendah. Dan perbedaan ini signf%an antara pasien hipovitamln D 
dan konb-ol normovitarnin D,serta antara pasien normo\iltamin D dan kontrol normovitamln D, 
dkunjukkan dengan nllai pco,o5o untuk kelornpok te~sebut. 
% Tng dari Lknfoslt 
I 
P-l P-N K-l 
Cambar 7. Keterangao: P-D: Pasien LESDeRsiensi Vitamin D, P-I: Pasien LESlnsuRdend Wtamln D, P-N: 
1Pasien LES-Nornovitamin D, K-I: Kontrol Sehat-hsuftdensl Mtarnin D, K-N: KontroY Sehat-Normwitamin 
,ID. Dari hadl analisis statlstik memnjukkan ada perberhn dgnifikan an- kdompok P-1 dan K-N 
-(p=o,ol8), sertaantara P-N dan K-N @=0,003). 
Garnbar 8. Keterangam P31: Pasien LESHipdtamin D, P-N: W e n  LESNormovltamin Q. K-H: Kontrol 
5ehatHipovitamin D. K-M: Kontrol Sehat-Nmovitarnln D. Dad basil analisis statistik rnenunjukkan ada 
perbedaan signifibn antam kelompok P-H dan K-N (p=o.o15), serta antara P-N dan K-N (p=o,ooj). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kami kemudiin melakukan uji korelasi, dan hasilnya didapatkan korelasi negatif antara 
statws vitamin D dengan persentase sel Treg. 
* 
# Treg darl Llmbslt 
P-H P-N K-H K-N 
- i 
Gambar g. Hasil uji korelasi menun]uklran terdapat korelasi negatif +a status vitamin D dengan 
persenfase d Treg, dengan kw8sien korelasi -0,358 dan p=o,%o6. 
53 Pembahasri 
,%I Reg medInkam : p m  .pentkg &lam menjaga cokiansi p& cBn niencegah 
terjadilhya penyakit autoimun. Hal ini d ike~hui  d-n bdk sejak .peneniuan a d  s6l Treg 
dengan salah. satu pecaildanya berupa F9xP3. Mu&& FoxP3 tel& dlketahi m e n ~ e b ~ h  
peulya~~fcu.rvypad~ tikus dan kemudfm dapat:nenctuskan penyakit autoima yanp; pamh 
yzing mirip dengan penyakit pada matiusia yang d i ~  'PW (ilmmune +KegufizUon, 
, . 
...~ 
, . 
-hy, mteywhp.I X4iW syndmj. Berb@ p l l e f i i  jugs taah 
rnewpitkan antzvra ke1adia.h hrbagal penyakit autoimun yang icjlntya, t e rnauk  lupus 
etitemaXows slstmik, dengan pernurunan jumleh absolut W p m  persentase sel Treg. 
PenyaWpenyakit llni lug? dikaGtkan d e w t i  p w l u m n  ,kg$fsuprest sel Treg.terhadzp s e F 4  
erektm, 
FodP) meRlp@kan mdekul kuncl b h n  hany.a-urltukpwltem~amgan dam fungsi:wlselTreg 
natuiaS.(nTiq)t~pi,iuga wtuk Treg pngberSnd.&l atad cifproduksl dad perifer p"g$ SekT 
CDq' na?f &pat herd$emW. mer@di wl TTteg dernjjpn adanya s € h u l E  %L-2 dan TGF-8. 
Peningkatan chpreii  FmP3 yang bemfat sememara dapt aerjadi Selma a!@hi, dan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
penemurn ini tetah dllaparh, tetapl a l M W  ~ p r e s l  dad sel ;el masih banyak 
dbetitentangkan. 
Dalam peheliElan kaml, terdap* hadl ywg b?z&mtangan ddtgan sebaglan besar hasil 
perielitim lainnya, dl mana kamf wnemukan b d w a  p e q e w e  set Treg ],&TU lebih besar 
pada pasfen LES dan terdapetkorelasl ymg fiegatif antam !@&us dtarnin8D d w g m  perserrtaSe 
set Treg. bu@m kami m e n g d  @r&&meM aadahh sekgai b W t .  Penhgkamn sel Tr@g 
pa& darah &if& pa& w e n  LES.mun@ h j u &  M u k  rnfmnghtkahmdangan A Teg 
cant& e-si dan agidfbs darl sekd T dan B yang autor&tN. Tet@ 
bagaimana sebenarnya fun@ sel Treg pang melhnpah ini pada paden LEs beludh t e r j m b  
&n mttjlh mrnbuwhkian penelitfan lebih .lanjut Dwi hasfl penelitiipenelitian terdahulu, 
sebagrsh besar membu)*Uan bahvua hngsl sal T q .  a&h lebih ,mnddh pa& pisiin L . S  
dibarndlngkan dengan!bntrol what. H,dini mgkln!fuga ying'mnyebabkan %ma* w p m  
balik positif wnWptal'&tast Tregmupun konverd sei T riaA meqjedl $el T* Penyebab 
bii~fiya rnungKlm b r q a  *ingkatnyare&& sel T dan B yang auXoreW terhadap s u e  
~Feh sd Treg d ! n g g a  sel, Treg yang dibutuhkanoreh ppasp LES h a w  lehih besar dari amng- 
olangpng sehat 
W r  vitwniq D pada lkontrd 1- tkrgg!daripada pasien W.5, m @ n  d 8 k b a b k n  
adtmya ~ t ~ ~ r r s l ~ s  pada paslen LES sehinlgga gzaS@r~ cemhwtg men&iiari, sinar 
matahari dart sintesis vltarnln D q a  menjgdi t e r g a n m  Tmpaknya kadar Wmdn D yang 
rendah  pad^ pasiein tidak berkqii dengan respon - w n  m&ui %I T m  yang j ~ ' b u  
meningkat p~~mtasbmyiA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.1 Kesimpulan 
1. Rerata kadar vitamin D pasien LES lebih rendah darl kontrol sehat  
2. Ttdak a& perbedaan rerata jurnlah sel Tregab-lut per mikrotiter darah antara pdsien LE5 
dan kontrd sehat, baik dengan maupun tanva mempedwbangkan stat= vltamin D-nya. 
3. Rema persentase Treg darl total limfosit pa& paden LES lebih thggidaripada kontrol 
sehat, baik dengan maupun tanpa mempertimbanglran status vitamin D-nya. 
4 Ada korebi  negattf antara statusvitamin D dengan penentase sel Treg. Status vltamtn D 
yang dimabwd adabh dalam urutan pasien hipovitamln D - paslen n o r r n m i n  D - 
kontrol hlpovitamh D - kontrol nornovitamin D. 
6.2 Saran 
Perlu dtlakukan penelitfan lanjutan untuk mmbandingkan fungsi sel Tregulator pada pasien 
LES dan kontrol sehat 
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Ketwangan: 
Kolom kode pasienlkontrol: 
P. Adalah kode untuk pasien LES. Sel berwarna merah rnuda. 
K. adalah kode untuk kontrol sehat. 4el berwama btru muda. 
Penggolongan laln untuk kepentinjpn analhis statMik dengan SPPS: 
I. Adalah pasien LES. 
2. Adalah kontrol sehat 
Kolorn kode kadar vltarnin D dengan 5 jenjang: 
1. Adalah kode untuk paslen LES dengan kadar vltamin D antara o-ig,gg ng/rnL 
2. Adalah kode untuk paskn LES dengan kadarvitamln D antara 20-29,gg ngrnl. 
3. Adalah kode untuk pasien LES dengan kadar vitamin D r30 n&l. 
4. Adalah kode untuk.kontro1 sehat dengan kadar vitamin D antara 20-2949 nglml. 
5. Adalah kode untuk kontrol sehat dengan kadar vitamin D r j o  nglml. 
Tldak ada kontrol sehat dengan kadar vitamln D dl bawah 20 nglml. 
Kolom kode kadar vltamln D dengan 4 jenjang: 
1. Adalah kode untuk paslen LES dengan kadar vitamin D antara 0-29,gg n&nL 
2. Adalah kode untuk paslen LES dengan kadarvitamin D 230 nglml. 
3. Adalah kode untuk kontrol sehat dengan kadar vitamin D antara antara 0-29,pg nglml. 
4 Adalah kode untuk kontrol sehat dengan kadar vitamin D 230 nglml. 
Terdapat bebaapa paslen LES rnaupun kontrol sehat yang belum ada datavitarnh D-nya, rehingga setnya kosong. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
r Te&patbebempa:pasien LES maupw k o n ~ ~ i  sehatyang tldak adadata jumlah seliregper yikroater d a d  dikarenakan data 
leukostt dm pewntase llmfasitnya (darlhasll pemerhaan darzltr lengkep) helm ~mukan,sehingga . selnya kosohg. 
SPSS secm oturnatfsakanmenganggap data yang kosortg tersebut sebeal mlskng volsle, sehlnlngga tMak akan diikutkan d a l e  
analisls statMlk. 
LANGKAH-LANGKAH D A M  ANAUSIS STATISTIK 
I. Menentukan hipotesls statktik penelltian. 
Hlpoteslr statfstfk penelltian ink 
a. Ho : tldak ada perbedaan rerata kadar vitamin D pasien LES dengan kontrol sehat. 
Ha : terdapat perbedaan rerata kadar vkarnin D paslen LES dengan kontrol sehat 
b. Ho : tidak ada perbedaan rerata jurnlah sel Treg permlkwlfter darah pasien LES dengan konttol sehat. 
Ha : terdapat perbedaan rerata jumlah sel Treg per mfkrollter darah paslen LES dengan kontrol sehat 
c. Ho : tldak ada perbedaan rerata persentase sel Treg darl total gate limfosit paden LES dengan kontrol sehat. 
Ha : terdapat perbedaan rerata persentase sel Treg dari total gate llmfoslt paslen LES dengan kontrol sehat. 
2. Menentukan jenk varlabel. 
a. Varfabel yang menggolongkan paslen/kontrol adalah berfenls nomfnal. 
b. Variabel kadar vkamin D yang dlgolongkan berdasarkan tlngkatan (defisiensi, lnsuflsiensi, dan normal; atau hfpwltamln D dan 
normovitmln D) adalah berjenis ordlnal. 
c. Variabel kadiy vltamin D dalam satuan nglrnl adalah berjenis nurnerik (scale). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
d. Vadabel fumlah sel Tkg pw rnikfflWRer damh adalsh berjenis numerlk (sulk). 
e, Vatlabel persentase wl Treg CM total gate llmfosff adafah betjetits numerik (scde). 
3. Memntukan jenis skala pengukuran. 
a Perbandingan rerata kadar vitamin D (numerik) pada pasien LES dan kontrol sehat (nominal) jetds skala pengukurannya adalah 
komparatif numerlk 2 kelompok tldak berpasangan. 
b. Perbandingan nrata jumlah sel Treg per mikrolfher dsrah (numerik) antar golonganltlngkatan kadar vitamin P (ordinal) pada 
paskn L€S dan kontrol sehat, jenis skala pengukurannya adalah komparattf numetlk 22 kelompok tidak berpasangan. 
c. Perbandingan rerata persentase sel Treg darl total gate Hmfosit (numerikf antar golongan/tingkatan kadar vitamin D (ordinal) pada 
paslen LES dan kontrol sehat, jeniz skala pengukurannya adalah komparatif numerlk >2 kelornpok iidak berpasangan. 
4. Mengujl hipotesis. 
a. Untukskda pengukuran komparatlf numerik zkelompok tidak berpamgan, bib data berdistrfbusl normal, maka jenis uji 
hlpotesknya adalah Uji T Independen. 
Blla data tidak berdistrlbusi normal, maka dflakukan transformasl data dan dicek kemball apakah data hasll transforrnasl 
berdktribusi normal. Blla temyata data hasll transforrnasi tklak berdlsttfbusl normal; maka uji hlpotesfsnya adalah dengan uji non 
parametrlk Mann Whltney. 
b. Untuk skala pengukuran komparattf numerik 52 kelompok tTdak berpasangan, blla data berdistrlbusl normal, maka jenis uji 
hipotesisnya adalah One Way ANOVA. Blla terdapat hasil yang signiflkan berbeda, untuk mengetahui kelompok mana yang 
signiflkan berbeda, rnaka anallsls dilanjutkan dengan Uji Post HK, misalnya Uji Turkey atau LSD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bila dida ttdak berdlstrfbusi normal, maka dliakukan transformas1 datadail direk Itemball spakah data h i t  t t a M m a s I  
ber&tribusl iionilal. Blla temyata data h*il transfotmasi tMak berdkt&u.si nwra&iirnaka uji Mpotesls!iya adalahdengan uJi ndn 
parztmm KruskalWatHs. B#a&&apat hadl yqg anmkan berbeda, untuk mengetah& kelompok mana yang~$lg%ffkan berbda, 
maka atlallds dllalljutksn dengan Ufi Post Wac, yaitu Marm VVhitncty. 
PERBANDINCAN RERATA KADAR VITAMIN D PASIEN LES DENGAN KONTROL SEHAT 
ANALISIS UNTUK MENGETAHUl APAKAH DATA KWAR VITAMIN D PADA PASIBN *- DAN KONfRClb SEHAT BERDISTR~B~SI NORMAL 
Dilakukan dengan perahgkat lunak SPSS, hasilnya adalah sebagai berlkuk 
A. PASIENLES 
Keterangw: yangdlgunakan adalah Shaplro-Wilk karena jurnlah data <50 buah. Dapat dilihat bahwa slg adalah 0,823 (lebR dari Q,o~)  
berartl data berdistrlbusl normal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. KONTROL SEHA'f 
Keterangrm: yangdlgunakan adalah ShaplrcrWilk karena jumlah data <fiO buah. Dapat dillhat bahwa sig adalah 0,911 (leblh dari 0,05) 
berartl data berdistrbusl normal. 
C. GABUNUN PASIEN LES DAN KONTROL SEHAT 
Keterangan: yang digunakan adalah Kolmogorof-Smfrnov karena jumlah data >50 buah. Dapat dillhat bahwa slg adalah 0,200 (leblh 
dati 0~05) berartl data berdlstribust normal. 
Dari ketlga hasil dl atas, dapat dislmpulkan bahwa data berdistribusi normal, sehin~a dapat dllanjutkan ke Ujl T Independen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. PASIEM LES 
C. GABUNCAN PASIEN LES DAN KONTROL SEHAT 
TOTAL T REG 
PERSEN T W 
Tesb of Nomrollty 
- - 
Koimogorov-Smlmov(a) Shapho-Wk 
- - 
shapbh~i 
Dari ketiga hasll dl atas ktia dapat rnenyimpulkan bahwa data tldak berdistribusl normal karena sebagian besar sig kurang dari 0,05. 
- 
Kdrnogorov-Smirnov(a) 
Slg. 
,000 
,001 
- 
Sk. 
,000 
to=' 
Statl&k 
,255 
.* 
+ 
TOTAL T REG 
PWEN T REG 
df 
35 
, 35 : 
SIE. 
,000 
,000 
S t a a f a C  
,493 
~- 84% 
SWstk 
t98l 
&$ 
TQTA~T kc 
PERSEN T REG 
df - 
35 
- 35 
df 
22 
U 
5tatlrtlc 
,198 
,153 
~ ~ - - 
- - 
- ~hqpim-Wllk Kohnogora-smlmv(a) 
df 
27. 
22 
s1g. 
,000 
, -- @o 
statlstlc 
,740 
,605 
548. 
,024 
,299 
s1g. 
,OOQ 
,000 
df 
56 
56 
swuc 
,225 
,fa3 
df 
56 
5 6 * ~  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dengan demlkian, akan dllakukantransformasI data untuk membuat data berdMribus1 normal. Bila tetap tidak berdistribusi normal, maka 
uji parametrik tldak bisa dllakukan, dan M a  menggunakw uji non parametrik 
Transformas1 data sudah dilakukan, di antaranya dengan mentransformasl menjadl: 
tldataawal 
~ldata wal' 
Log 
Akar 
dll 
Tetapi setelah pengecekari ulang, data h d l  t m i d m a s i  tetap ti& berdistribusl normal. Jadi klta harus melakukan ujt non parametrik, 
yaltu Kruskal-Wallis, 
UJI KRUSKAL-WALLIS PADA PENGELOMPOKAN KADAR VITAMIN D MENJADI DEFISIENSI, INSURSIENSJ, DAN NORMAL 
- 
SfATUSVITAMIN D 
- PIK 
TOTAL T REG l,00 
200 
3,000 
400 
5~00 
Total 
P W E N  T REG 1,OO 
N 
11 
11 
10 
3 
18 
54 
17. 
Mean Rank 
a7,67 
3&56 
q 7 5  
10~33 
Ye9 
31~92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sedangkarr untuk penentase sel Treg terdapat i atau lebih kelornpok yang berbeda signlfikan karena nihi sig adaiah 0,037 ( b r a g  dari 
0,051. 
Oleh karena itu, untuk mencari kelompok rnana yang berbeda signiflkan, maka analisis dilanjutkan dengan Uli Post Hoc yaitu UJ Mann 
Whltney. 
Hasilnya adaiah sebagal berikut. 
Mann-Whitney Test 1 
Rudu 
- - .  -- 
Sumof Ranks 
147900 
csEw 
Mean Rank 
1-5 
n,n 
~ 
STI9TUSVITAMIN D 
- PlK 
- - - 
PERSENTREG 130 
2,oo 
Total 
N 
U 
12 
24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tst  fWsuu(b) 
Vvltcoxon W 10,000 
,564 
Euact Slg. [2*(i-tall4 
Mann-Mltney Test 4 
Rank5 
Sum of Ranks 
226.00 
z39,oo 
- - 
Mean Rank 
is83 
i 3 ~ 8  
STATUSVITAMIN D 
P!K 
PEPSEN T REG 1.00 
boo 
Totd 
N 
12 
16 
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wlcoxon W 
Mann-Whitney Test 7 
Ranks 
tort 5WbU4b) 
Wlcoxon W 223,000 
-4371 
Arymp. Slg (I-talled) ,018 
Sum of Ranks 
U4m 
2;1%00 
Mean Rlnk 
20~97 
%39 
-- 
STATUSVITAMIN D 
P/K 
pEWENTREG 400 
500 
Total 
N 
a 
18~ 
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mann-Whitney Test 2 
Rank5 
PERSEN T 
Wllcoxon W 
Asymp. Sig. (>-tailed) 
WaxlaSlg. [2*(i-tailed 
Mann-Whitney Test 3 
Ranks 
Sum othnk5 
34%00 
30100 
- 
Mean F(mk 
1450 
ro,w 
1 STATUSWTDZJENIZ 
* 
PERSEN T REG 1,OO 
SO0 
Total 
- 
N 
~ - 
X4 
3 
27 
Sum of Rankr 
612,oo 
2 W Q  
MeanRank 
W 
led7 
( STATUSMT D 2 JENlS 
PERSEN T REG 
400 
Total 
N 
U 
I8 
42 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dari 6 Uji Mann Whitney, dl dapatkan 2 grup yang berbeda slgnifikan (ditandal wama kuning) yaitu antam grup 1 dan 4 (persentase Treg 
pasirtn hipovltamln D > kontrol normovitamin D) dan antara gtup 2 dan 4 (penentase Treg pasien nonnovitamln D > kontrol normovitamln 
Dl. 
UJI MANN WHITNEY UNTUK MELIHATAPAKAH ADA PERBEDAAN RERATA JUMIAH T REG PER MIKROLITER DARAH ANTARA PASlEN LES 
DAN KONTROL SEHAT TANPA MEMPERTIMBANGKAN STATUS VITAMIN D-NYA 
W e  berdasar 
angka 
TOTAL T REG 1,OO 
400 
Total 
- 
N 
34 
a 
56 
Mean Rank 
3440 
25~57 
Sum of Ranks 
tO33,SO 
5Q50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UJI NIANN WHITNEY UNTUK MELtHAT APAKAH ADA PERBEDAAN RERATA PERSENTASE T REG DARl TOTAL GATE LlMFOSlT ANTARA 
PASIEN LES DAN KONTROL SEHAT TANPA MEMPERTIMBANGKAN STATUS VITAMIN D-NYA 
Sum of Ranks 
r@o,oo 
53600 ' 
Mean Rank 
3610 
419 
( kodcberdawcangka 
PERSEN T REG l,W 
400 
Total 
- - - 
N 
41 
22 
63 
~ - -  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KESlMPUtAN ANALISIS STATlSTlK 
5. Rerata kadar vl€amln D pasien CES lebih rendah dari kontrol sehat. 
6. Tfak ada p&edaan wata jwnlahd Treg absotut per mikrditer darah antara pasien LES dan kontrol sehat, baik dengan maupun 
tanpa mempertlmbangkan status vitamin Dnya. 
7. Rwata persentase Treg dari total iknfasit pada pasien LES lebih tin@ daripada kontrol sehat, baik dengan maupun tanpa 
mempettimbangkan status vitamin D-nya. 
8. Ada korelasl negatif antam status vitamin D dengan persentase sel Treg. Status vitamin D yang dhnaksud adaleh dalam urutan pasien 
hipovitamin D - pasien normovitamin D - kontroP hipovitamin D - 4~nWgl n-o.mwitamin D. 
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HUBUNGAN KADAR VITAMIN D 
DENGAN JUMLAH SEL T REGULATOR 
PADA PdSlEN LUPUS ERilEMAtOSUS 
SISTEMIK 
Handono Kaliml, KuswMini Handono: Dian 
 asa anal'? 
'Laborator(um fhnu Penyakit Whm Fakuttas 
Kedokteran Uniwritas Btawijaya 
'Labarataim Patologl Klinik Fakultas Kedokteran 
UniverMas Brawijaya 
3Lahatorium FlsioEogI Fakultas Kedoktem 
Univemb Brawifaya 
RINGWAN 
LMr Bdakag. Lupu. Eritemot~~l~ sstew (is) 
rnerupakan penyakit autoirnun yang semakln rering 
diiumpai dengsn angka kemarlan t ine .  
Etiopatogenesis penyakit Id belm be@u jelas, 
meskipun tekh dhnjukkan adanya abnormalitas 
berbagai sei-sei bnun t d  hiper-ream sel T, 
sel B, sei den- dan merunvnnya fungsi sel T 
regulator (Treg). Wmk, D mmiAkl peran dalam 
pengahAan sistem imun. Penoktian pada ms Kaulrasta 
rnenuniwkkan bahwa kadar dtamln D yang rendah 
hrkaitan dengan timbcdnya penyakit wtolmun 
twnaxtk LE. Penan vitamin D pada sistem h u n  
paslen US W h  banyak konWovensl. PenelMan tnl 
bertduan untuk mengetahui hubungan kadar vifarnin 
Ddengar~ jumkh selTrsg 
Metoda PedIttw. PeneHtian In1 addeh p n e b n  
ka6wkontrol yang mmbandingkan jumlah set Treg 
pada parien LfS dan kontrol sehat dengarc mellhat 
status vitamin D-nya. W a r  vltamln D pasten LES 
Lfiultur dengan metoda EUSA, jombh d Treg 
(CDQ',C025*,FowP3+) ditentukan dengan metoda 
flowcytometri. 
nasfl. Kadar vitamin D pada pasien iE4 lebih rendah 
daFipada kontwl sehilt (p=o,ooo) datl dldapath 
korelasl negatif antara status dtamln D dengan 
penemase sel Treg (Mslen korelasi 4,358 dan 
p=0,006). Hal ini rnungkln rne~pdtan m p n  W k  
positif untuk menangguhngi Mperrealftifts dai 4 
Tdansel 0. 
lbslmpulsn. SMus vitamin D kkorebri negatit 
dengan persantase sel Treg. 
nata kund: LES, vitamin D, Treg. 
PENDAHULUAN 
Lupus Eniternatosus Slstemik (LES) merupakan 
w t u  penyakit autolmun sisternik yang akhir- 
akhir ini semaldn seting dqumpal. Meskipun 
secara umum angka harapan hidup 10 tahun 
penderita LES meningkat hhgga mencapai go% 
pada tahun 2000 dl negam maiu, penemian 
Kalim dan kawakkawan (2000) menunjukkm 
bahwa pmderita LE5 dl Indonesia mempunyai 
harapan hidup yang mas& rendah, yakni untuk 5 
tahwn 70% dan untukio tahun 5% 
Patogenesis LES hinw saat hl belum 
dapat diketahul dengan fek .  Adanya sd-sel 
&em imwn yang hiper-reakW dan 
diproduksinya autoanUbodi patogenik yang 
pada aWllrnya menyebabkan terjadlnya 
keladangan Jstemlk dan kerusakan jaringan 
telah lama dlketahul. Berbagai abnorrnalttas sel 
T, sel B, set piastna, set dendrit, serta sel T 
regulator (Treg) tekh dllaporkan dalam berbagai 
penelftgm Qh4ak CC clan Lau 4 200; AnoUk JH, 
2 0 0 ~  lianxln J, zoog). Dl s w i n g  itu sitokln 
diduga juga lkut berperrm dalam patogenesis 
LES. Keseimbangan &&in ThlfI%z serta Th17 
telah ditunjukkan berkaltan dengan berbagat 
manifestasf Minis LES (Sayed ME, 2008). 
AkMr-skhk ini tebh dllaparkaR adanya 
hubungan antara rendahnya kadar vitamin D 
dengan timbulnya penyakit wtoimun termasuk 
LES ( I m t o ~ a  CR et d, 2008). Kurangnya 
paparan sinar rnatahari mapakan penyebab 
utama defisiensi vitamin D pada m Kaukasia, 
karena sekltar 80% vitamin D dalarn tubuh 
bemsl &ti previtamin D yang diprodukri dl kulit 
yang diinduksi of& sinar ultra dolet B (Szodaray 
Pet at, 2008). 
Pada pmeUEIan kami terdahwlu 
ditunjukkan bahwa manifestas1 Minis pasien LES 
di Indonesia ber&da dmgan yang dilaporkan 
pada rrts Kaukasta. Pasien LES Indonesia 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
mempunyal manifestas1 kllnls yang lebih berat, 
lebih sering dtemukan antibod anti dsDNA dan 
lebih sering menunjukkan gambaran fctosensittF 
(Handono K, moo) Sedangkan negara 
Indonesia terletak dl katulistiwa dengan papafan 
slnar matahari sepanjang tahun Sehlngga ttmbul 
pertanyaan apakah beratnya manifestasi kllnis 
paslen-paslen LES dl Indonesia jwga dipengaruhl 
kadar vitamin D, serta bagalmana pengaruhhya 
terhadap fungsi sd Treg mash perlu dilakwkan 
penelitian. 
Reseptor vitamin D, yang rneregufasi 
seldtar % genom manusla, diekspresikan oleh 
sel-sel imun, sehingga menimbulkan dugaan 
adanya efek imunomodulasi fklologlsnya pada 
sistem imun (Adorini L et al, 2009). Penurunan 
kadar 25(OH)D, yang digunakan untuk 
rnengkladfikastkan status vitamin D, telah 
diamati pada be-I penyakii mrtoimun. Setah 
itu, hipovltaminods 0 sebagahnana rendahnya 
awpan vitamin D telah teridentiflkasl se-i 
faktor resiko untuk berkembangnya penyakit- 
perayaldt autdmun, sepeni diabetes tipe I atau 
multlpd sklerosls (Holick MF, 2007). 
&MI-bukti yang terkunlpul mendukung 
dugaan bahwa vitamln D dapat mencegah 
penyakdtpenyakit autoimwn dengan 
meningkatkan jumlah atau fungsl sel Treg 
natural. Sel Treg adalah limfosit Tyang berfungd 
mtuk menekan sekel efektor sMem irntm agar 
tidak bekerja secara berleMhan dm merugikan. 
Status vitamin D yang berkorelasl posit# dengan 
fungi sel T r q  telah dibwkttkan pada pasien- 
pasien dehgm rnultipel skerosis (Smolders J et 
at, 2009). 
FoxP3, yang juga dlkenal sebagal scurf'in 
dan JMz, me~pakan anggota forkhead/wfRged- 
hell% family of tronscliptiod rmtator. Fox0 
diekspreslkan dominan pada sel Treg dm 
merupakan regulator utama untrnk 
perkembarnn clan fun& sel Treg. Mutasl gen 
FoxP3 telsh dikakkan dengan manifestas1 
autolmum yang dimeti pada bikus scurfy dan 
manusia dengan sindrom imrnunedysregulotion, 
polyendocrinopothy, enteropathy X-linked (IPEX) 
(hkaguchi S e€ at, 2008). Pengamh vitamin D 
terhadap sel Treg pada LES bdum banyak 
diketahd 
Tujuan penelftian in1 adalah untuk mengetahui 
apakah terdapat perbedaan jumlah sel Treg 
pada pasien LES dengan status vitamin D yang 
berbeda (hlpovitmnln D dan normovitamh D) 
dan kontrol sehat. 
mlEM DAN METODE 
Populasl penelitian adalah pasien reumatlk 
yang datang berobat ke Pollkllnik Penyakit 
Dalam atau Ruang Rawat lnap Penyakit Dalam dl 
RS. Dr. Saiful Anwar ddam kumn waktu 1 tahun. 
Sebagai kasus adatah pgsien yang diagnosis LES 
oleh Dokter Ahli Penyakit Ddam Konsultan 
Reumatlk berdasarkan criteria ARA. Sebagal 
kontrol adalah orang sehat dengan kadar 
vitamin D n o d  dmgm umur, j& ketamim, 
dan s k u  bangsa yang sesual. Sarmpel kasus 
maupurn kontrol dlrelvut secara proporsif 
random. 
PenelitIan mendapatkan persetujuan &ri 
Komke Etik FakuItas Kedoktecan Unhrenttas 
Brawijaya/RS. Dr. b'Kul Anwar Malang. Seluruh 
pasien LES yang dilkutkan clalam penelitlan hl 
d im id  untuk rnenand*@nl lembar 
persetujuan (Informed Comt). 
&ik pasien maupwn kontrol dlukur kadar 
v#wnm Ckrya. Kadar 25(OH)D3 ctalam serum 
diukur dengan metoda Enzyme-Unked 
l m m u ~ # ~ ~ b e n t  Assay menggunakan Mt ELISA 
dari Cusabio. Niai n o d  adalah 2% nplml, 
Irwffsiend adalah m-2g,g ngrnl, dm defislensi 
adalah <20 @mi, 
lumlah set T regulator adalah jumlah sel 
Iimfosit T yang mengekspreslkan 
CD44CD25roxQ' yang diukur dalam damh 
menggunakan metode flowcybmetry 
menggunakan BD FACScallbur. Label CD4 
menggunakan Ruoresens PeKyP, -5 
menggonakan PE, &n FoxP3 menggunakan 
FlTC 
5oftwre untuk anallsis mtfstik yang 
dlgunakan adslah SPSS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kadar W m i n  D (Wml) 
d, Pasien LES Konfml Sehat 
Gambar 1. Grafik perbandingan antara rerata kadar 
vltamln D pa& paden LES dan kontrol sehat Rerata 
kadar vitamin D pa& paslen adaM zj,6 numl dan 
pada kontrol sehat adabh 35.9 ngEml. Hasil id 
s ie i f ikn  dengan nilai p=o,ooo. 
% Treg dari Limfoait 
Pasien LES Kontrol Sehst 
- ~ 
X Trea dari Limfoal 
T 
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Gambar 3. Hasll @I korelasi menunjukkan terdapat 
karelasi negatif antara status dtamin D dengan 
persentam sol Tmg, dengan koeRslen korelasl-o,)58 
dan p=o,oo6. 
PWAHASAN 
Sel Treg memainkan perm penting dalam 
menjaga toleransi perffer dan mencegsh 
terjadinya penysPkit autoimun. Hal ini diketahui 
dengan baik sejak penemuan awal sel Treg 
dengan salah satu petandanya berupa FoxP3. 
Mutasi FoxP3 telah dlketahui menyebabkan 
penyak% i t x u r v y  pada tikus dan kemudian dapat 
mencetuskan penyakft autofmun yang parah 
yang mMp dengan penyakit pada manusla yang 
disebut IPW (Immune dysregulation, 
pdyendocrinopathy, enteropothy. Xffnked 
syndrome). Eerbagai p e l i i a n  juga telah 
rnengakkan mtafa llejadlan berbagal penyakit 
autolmun yang lalnnya, terrnaswk lupus 
erltematosus dstermlk, dengan penurunan 
lupnlah absolut maupun persentase sel Treg. 
Penyakitpenyakit in1 jwga dikaitkan dengan 
penurunan fungi  supred sel Treg terbdqp set- 
sel efektor. 
FoxP3 merupakan molekul kunci bukan 
hanya untuk perkembangan dan fungsi sel Treg 
natural (nTreg) tetapi juga untuk Treg yang 
terhduksi atau dipmduM dad perffer (Sreg). 
Gambar z Wafk perbandingan antam rerata Sel T CDq' naif dapat b&lferensiasi menjadl sel 
persentass d Treg pada @en LES dan kontml Treg dengan adanya stlmull IL-z dan TGFq. 
sehat Rerata persentase sel Treg pada paden adalah 
2.01% dad limfoslt dan pada kontrol sehat adalah Wthgkam eksp-esl FOX@ yang bemifat 
o,&% dad llmforit Pepbedm in1 dgnffikan, dengan sementara dapat tetjadi selarna aktffasl, &n 
nlkt p.oprg. penernwn ini telah dflaporkan, tetapi aktiMas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
supresi dad sel lni maslh banyak 
dlpertentanghn. 
Datam penelitian kami, terdapat hasll yang 
bertentangan dengan sebaglan besar hasll 
penelltian lahnya, dl mana kami menemukan 
bahwa persentase sel Treg fustru lebfh besar 
pada paslen LES dan terdapat korelasl yang 
negatif antam status vitamin D dmgan 
persentase sel Treg. Dugaan kaml mengenai 
mekanlsme lni addah sebagal berikut. 
Peningkatan sel Treg pada darah perifer pada 
pasien LES mungk%n bertujuan untuk 
rnenngkatkan cadangan sel Teg untuk 
mengatasi ekspansl dan agresifltas dan' sel-sei T 
dan 8 yang autoreakttf. Tetapl bagalrnana 
sebenamya fungsi sel Weg yang melimpah ini 
pada paslen LES belumlah terjawab dan masih 
rnembutuhkan penelMan bbih tanjut. Dari hasll 
p e n e ~ e n e ~  t rdahulu, sebagian besar 
mernbuktikan bahwa fun@ sel Treg adalah lebih 
rendah pada pasien LES dlbandingkan dengan 
kontrol sehat. Hd lni mungkln jugs yang 
menyebbkan semacam umpan ballk positif 
untuk prolikrasi sel Treg maupun konversi sel T 
naif rnenjadi sel Treg. Penyebab lalnnya rnungkln 
karena rnenlngkatnya reslstensl sel T dan B yang 
autoreaktlf temadap supresl deh sel Treg 
sehingga sel Treg yang dibutuhkan oleh paden 
LES harus leblh besar dari orang-orang yang 
s&aL 
Kadar vltamln D pada kontrol lebih tin& 
daripada pasien LES, mungkin disebabkan 
adanya fotosemkififas pada pasien LES 
sehlngga pasien cenderung menghindwi slnar 
matahari dan Jrntesls vitamin D-nya menjadi 
terganggu. Tampaknya kadar v1tamln D yang 
rerxlah pa& p&en tidak berkaitan dengan 
respon imun nelalui %I Treg yang justru 
meningkat persentasenya. 
Keslmpulan darl penelltian In1 adalah 
status vltamh D berkoreiasi nega€ff dengan 
persentase sel Treg. 
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Dalam penelitIan lanlutan, akan diuji fungsi sel Treg dalarn berrnigrasl. Migrasi sel Treg 
rnerupakan langkah awal yang dlbutuhkan oieh sel tersebut wntuk menjalankan fungsi supresi 
terhadap sel efektor yang hiperreaktif. PeneI'iian akan rnernbandfngkan bagalmana fungsl 
mlgrasi sel Treg antara paslen LES dan kontrol sehat dengan metihat status vltarnh D-nya Jadl 
rancangan penditian lanjutm ini b@rupa kasdcontroi. Adapun prosedur ufi rnigrasi sd Treg 
adalah sebagai berikut. 
Alat dan reagen yang dibutuhkn: 
I. RPMl1640 
2. FBS 
3. TARC 
4 MDC 
5. Cell staining buffer 
6. HTCAntI-HUmqn W4AntFbody 
7. PE AntCHuman ~ A n t i b d y  
8. PertPJCys5 Anti-Human a 9 4  (CCR4). 
9. 24-wePI chemotaxis chamber 
lo. Tabungsentrffust5 rnl 
11. Tabung ependorf 
72. Alwrnlnturn foil 
13. Blue, yellow, dm white tip 
Prosedur uji mlgrasi. 
I. Buat medium migrasi : RPMl164o : 4000pl+ BSNFBS : 2OwL 
L Hitung jumlah PBMC (resuspend sel sebanyak 2.5 x r d  sellmL dalarn rnedlum mi@), 
3. Tambahkan medium rnigrasi p& pellet PaMC hingga volume 400wL 
4. lnkubasi sel selama 1 jam pada whu 3pC dalam 5K0,. 
5. Siapkan z~f-we# plate : 
5.1 Pada well I (An), tambahkan goo pL rnedlum migrasl, selanjutnya tarnbahkan loo* 
suspensl PBMC (papuJas1 input], lanjutkan de-n pewamaan CD4CDzsCCR4. 
5.2 Pada well 2 @2), tarnbdhkan 6oQpL medium rnlgmsl [mpasfrpontan). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
53 Pada well 3 (A3) tambahkan 600N medium migrasi + toong(4pL)TARC (CCLi7). 
5-4 Pada well 4 (A41 tambahkan 600@ medium R d g d  + song (2pL) MDC(CCLz2). 
6. Selanjutnya pada 5.2'5.3 dan 5.4 letakkan ttanswell insert dan dispensikan roo& suspensi 
PBMC 
7. lnkubasi selama 2 jam pada V C ,  5XC0,. 
8. Setelah lnkubasi pindahkan wspensi sel pada tabung ependorf : 
A1 : populasi Input 
Aza : suspensi sel pada transwell insert 
Az : suspensi sel bermigrasi spontan 
Aja : suspensi sel pada transwell insert 
A3 : suspenJ sel dengan kemakin TARC 
A@ : suspensi sel pada transwell insert 
Aq : suspensi sel dengan kemokin M M  
Prosedur pewamaan imunofluoresen permukaan PMBC 
t SenWus ke 7 tabumg ependorf. 
2. Suspenstkan ulang pelkt sei pada i rnl eel/ mInIng buffer. 
3 5enMfus sel, ldu suspensfkan ulang dengan 0.5 ml cell staining buffer yang seswl 
sehlngga konsenfrasinya sesual dengan yang dlbutuhkan. 
4. Selanfutnya tambahkan antibodi patla maslngmas[ng tabung ependorf sebagai berilwt: 
5 pi RTC Anti-tfumn CD4 Antibody, 5 pI PE AntGnuman a 2 5  AntfbOdy, dan 1 p1 
PerBICY55 Anti~fiumn (CCRq). 
lnkubasi pada suhu ruangan selama 15-20 menlt dalam geiap. 
Wi dengan r,5 ml c d  stoinirg bbwffer dengan sentrlfus pada 350 X g (= 500 rpm) 
selama 5 menlt. 
Suspenslkm ulang sei dalam 0,s ml cell stolming buffer lalu analisis den@ frow 
cytorneter. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
